Individual Genes
Over the last several decades, research has identified numerous genes whose regulation may affect the outcome of stroke. Because cell death following harmful ischemia is mediated by programmed cell death-like mechanisms, many studies of neuroprotection have focused on apoptotic mediators as potential effectors of tolerance to ischemia. The regulation of genes in cell death pathways, particularly those that affect mitochondrial integrity, has been studied extensively. Regulation of genes for caspases, Bcl-2 family members, protein kinases, hypoxia inducible factor (HIF), and apoptosisinducing factor (AIF) [13] [14] [15] [16] can alter stroke outcome. For example, the use of antisense to block upregulation of the cell survival protein Bcl-2 during stroke results in a larger infarct, whereas inhibition of the cell death protein Bax reduces stroke volume. Numerous studies have also focused on heat shock proteins, which constitute a highly conserved, genebased response to stress. They act as chaperones and have antiapoptotic and anti-inflammatory properties. 17, 18 Heat shock proteins are neuroprotective following both exogenous (viral vector gene transfer) and endogenous (transgenic) upregulation. Other highly conserved, widely distributed, gene-based systems with neuroprotective modulatory properties include inflammatory mediators and the toll-like receptor (TLR) system. 19 Finally, stem cell proliferation also appears to be neuroprotective in stroke. 20 Paracrine action of factors secreted from these cells is a suggested mechanism of action. Microarray analysis of gene expression in stem cells has identified subpopulations of bone marrow progenitor cells optimal for neuroprotection in stroke. 21 
Genomics
Efforts to identify the molecular effectors of ischemic injury and tolerance relied for many years on a 1-gene-at-a-time approach. In the past decade, genomic studies have provided a more complete picture of gene regulation in stroke. The first application of unbiased mRNA screening to the study of endogenous neuroprotection was performed in a mouse model of ischemic tolerance. 22 The microarray analysis of ischemic tolerance proved a powerful tool for gene discovery and demonstrated that the genomic profile of protection can be determined. The analysis showed that scores to hundreds of genes are regulated after ischemic preconditioning, injury, and tolerance. In addition, the broad view of gene regulation provided by the microarray analysis offered new insight into mechanisms of stroke neuroprotection. The genes regulated after preconditioning ischemia and those regulated after injurious ischemia are remarkably different. Moreover, genes regulated in ischemic tolerance are distinct from those regulated after preconditioning or injurious ischemia. Most notably, regulated genes were predominantly induced in injury, but were suppressed in tolerance (Figure 1 ). 22 The results from microarray studies of ischemic tolerance underpinned a novel hypothesis about the neuroprotective mechanism: it was proposed that preconditioning reprograms the brain's response to ischemic challenge, altering the transcriptional response from one that leads to cell death to one that produces a neuroprotected phenotype. 22 Gene suppression was hypothesized to be a central neuroprotective feature of tolerance. Among suppressed genes, those that encode ion channels, transporters, and metabolic pathways are particularly affected, reminiscent of changes that allow hibernating animals to survive periods of prolonged oxygen and glucose deprivation. 23, 24 The hypothesis that the brain's response to injury can be reprogrammed is supported by genomic profiling in epileptic tolerance. As in ischemic tolerance, a brief noninjurious seizure preconditions the brain so that it is tolerant to subsequent challenge by a prolonged, injurious seizure. Transcriptional changes that occur in the susceptible hippocampal CA3 subfield in mice have been profiled after seizure preconditioning, epileptic challenge, and epileptic tolerance. 25, 26 Similar to ischemic tolerance, preconditioning seizures 25, 27, 28 produce a different pattern of gene expression than do injurious seizures. 29 -31 In addition, the response to injury is reprogrammed: the set of genes regulated after prolonged seizures differed from the set of genes regulated after prolonged seizure that was preceded by a preconditioning seizure to produce epileptic tolerance. Consistent with ischemic tolerance, the majority of genes differentially regulated in the tolerant brain were suppressed. 26 In contrast to ischemic tolerance, genes suppressed in epileptic tolerance encode proteins that participate in calcium signaling and excitatory neurotransmission. 26 Therefore, the genomic signature of neuroprotection seems to be specific to the stress, as has been previously suggested. 32 Seizure preconditioning specifically promotes an antiexcitotoxic phenotype-a phenotype apposite to the inducing stimulus-just as lipopolysaccharide (LPS) preconditioning produces an antiinflammatory phenotype and preconditioning ischemia produces a hypometabolic phenotype. 32 Of note, these phenotypes are appropriate to the nature of the preconditioning stimulus and not necessarily to the nature of the challenging stimulus.
As an endogenous neuroprotective mechanism, tolerance can be understood as a first insult, priming the brain to respond advantageously in the likelihood of a second insult of the same kind. Yet the preconditioned brain appears also to respond advantageously to a second insult of a different kind. 33, 34 The basis for this is not yet clear. Microarray analyses have made it apparent that the response to any brain challenge is complex, engaging numerous and diverse pathways. There may also be shared neuroprotective mechanisms not detectable at the transcriptional (mRNA) level. Uncovering those mechanisms will advance our understanding of endogenous neuroprotection and will facilitate therapeutic intervention.
Transcription Factors
Transcription factors transduce intracellular signaling cascades into genomic and proteomic responses following preconditioning. To identify transcription factors that may coordinate the reprogrammed neuroprotective response, genomic studies compared gene regulation in ischemic tolerance induced by 3 different preconditioning agents: lipopolysaccharide (LPS, a TLR4 ligand), unmethylated CpGs (a TLR9 ligand), and brief ischemia. The studies identified 13 genes regulated in all 3 models of ischemic tolerance (Figure 2 , left). Bioinformatic analysis of these genes' promoter regions identified transcription response elements for interferon regulatory factors (IRF; Figure 2 , right), suggesting that a set of genes is commonly and coordinately regulated in the neuroprotective response to ischemia. Consistently, preconditioninginduced tolerance to ischemia was abrogated in mice deficient in IRF3 and IRF7. 35 Promoter analysis of genes regulated in all 3 different models of tolerance supports the view that different preconditioning stimuli activate common neuroprotective mechanisms.
MicroRNAs
Although extrapolation from microarray profiles of the tolerant brain has identified a few upstream transcription factors and signaling pathways 34 that may coordinate the genomic response in tolerance, the mechanisms at work during the development of the neuroprotected state, between preconditioning and challenge, have not been defined. How does the preconditioning stimulus prepare the brain to respond to subsequent stress in a new, reprogrammed, and protective manner? Recent work suggests that microRNAs (miRNA) may play a pivotal role in the molecular response to the preconditioning stimulus. 36 MiRNAs are short (Ϸ22 nucleotides), endogenous, noncoding sequences of RNA that post- Figure 1 . Genes whose expression is uniquely increased/ decreased in ischemic injury (left) or uniquely increased/decreased in ischemic tolerance (right) are categorized by biological function. In injury (stroke), a majority of regulated genes are expressed at higher levels. By contrast, in tolerance (protection), a majority of regulated genes are expressed at lower levels. Based on data from Stenzel-Poore et al, 2003. 22 transcriptionally regulate gene expression in plants, animals, and viruses. [37] [38] [39] [40] Through complementary base-pairing interactions, miRNAs recognize target mRNA transcripts and direct their incorporation into the RNA-induced silencing complex (RISC); this leads to a decrease in protein expression, either through translational repression or mRNA decay (for review [41] [42] [43] ). Recently, miRNA expression was profiled in ischemic preconditioning, ischemic injury, and ischemic tolerance. 36 Marked regulation of miRNA expression was observed in preconditioned brains, whereas little was observed in the ischemic or tolerant brain ( Figure 3A) . 36 Among the most prominent targets of the miRNAs regulated in the preconditioned brain was methyl-CpG-binding protein 2 (MeCP2), a global regulator of gene transcription. Consistent with decreased expression of miRNAs targeting MeCP2, MeCP2 protein was increased in the preconditioned brain ( Figure 3B ). Loss of MeCP2 precluded the induction of tolerance ( Figure 3C ), thus confirming the importance of this miRNA-mediated pathway. 36 Accordingly, miRNA profiling of the ischemic brain supports the proposition that the preconditioning stimulus regulates miRNAs that target transcription factors, and thereby leads to differential gene expression, which characterizes the tolerant brain. In the case of MeCP2, the effect is to repress transcription.
Proteomics
Genomic studies of neuroprotection have shown that the responses to ischemia are complex and wide-ranging. Therefore, understanding of the molecular mechanisms involved continues to evolve. At the genomic level, the induction of neuroprotection entails a repressive transcriptional response. Identifying the actuators of transcriptional suppression would move us closer to the goal of activating neuroprotection clinically. Recent proteomic studies of ischemic tolerance suggest that these actuators may be epigenetic regulatory proteins. 44 The proteome of ischemic tolerance in rodents was characterized using an unbiased, quantitative proteomic approach, followed by biochemical and physiological studies. 44 The results fit nicely into the concept that the phenotype of neuroprotection is one of transcriptional suppression. Epigenetic silencers, including polycomb group (PcG) proteins and modified histones, are enriched during ischemic tolerance in the brain. Experimentally, changes in PcG protein levels are sufficient to induce or inhibit the tolerant state in neurons. Thus, knockdown of PcG proteins blocks the neuroprotective response, whereas overexpression induces the neuroprotective response. Additional evidence indicates that other epigenetic proteins may also be involved. 44 A similar biology occurs in ischemic tolerance in retina. 45 Polycomb group (PcG) proteins and their antagonists, trithorax group (TrxG) proteins, although known to be present in the brain, 46 have not previously been implicated in neuroprotection. We hypothesize that these proteins, along with their partners, are master regulators that switch the mammalian central nervous system neurons from a stresssensitive (unprotected) to a stress-resistant (protected) state. In Drosophila, where they were originally identified as developmental regulators, 47 PcG and TrxG proteins alter gene expression by epigenetic means, maintaining over 1000 genes in an active or repressed state. 48, 49 Studies of PcG proteins in other systems show that they target a wide range of genes; this includes those regulated in ischemic tolerance, such as potassium channels, which are repressed during tolerance. 22,48 -51 Recent genome-wide screening of PcG targets in human embryonic fibroblasts identified cellular pathways that PcG proteins may regulate controlling development, differentiation, stem cell biology, and cell fate decisions. 48 Notably, most of the pathways described are known to be involved in the brain's response to ischemia. Together, these data suggest that epigenetic regulation is a central mechanism for the induction of ischemic tolerance and that PcG proteins may be the key actuators. An endogenous neuroprotective mechanism mediated by PcG proteins explains many of the genomic and physiological characteristics of ischemic tolerance in the brain. It is also perhaps a more general regulator of cell fate, as suggested by Suzanne Zukin. 52 Epigenetic mechanisms control gene expression by remodeling the architecture of chromatin in ways that allow or deny transcription factor access to genes. PcG proteins interact with DNA at polycomb response elements (PRE) to silence the expression of genes, including those that encode electron transporters, endopeptidases, oxidoreductases, and G-protein coupled receptors. 51, 53, 54 For many genes, silencing by PcG proteins is countered by activation by trithorax group (TrxG) proteins. Figure 4 illustrates a simplified model of epigenetic regulation by PcG and TrxG proteins.
PcG proteins assemble into at least 3 major complexes, each with a distinct role in epigenetic regulation, that work in concert with one another. The composition of these complexes is dynamic and influential in determining the outcome of biological processes, such as cell fate determination. 55, 56 Polycomb repressive complex 1 (PRC1), for example, monoubiquitinates histones H2A and H2B, whereas PRC2 methylates histone H3. In studies of ischemic tolerance, in rodent brain and neuronal cultures, 3 PcG proteins, SCMH1, BMI1, and RING1B, are robustly upregulated. SCMH1 acts as a link between PRC1 and other proteins. 57 BMI1 facilitates monoubiquitination of histone 2A. 58 RING1B functions as a ligase in H2a ubiquitination. 58 Other proteins that comprise epigenetic regulatory complexes may also be differentially regulated during tolerance. The TrxG protein, ASH1L, is in fact downregulated in ischemic tolerance, consistent with the counteracting roles of TrxG and PcG proteins.
Thus, the emerging picture is that PcG and TrxG proteins undergo dynamic regulation during the induction of ischemic tolerance in the brain. This changes the composition of PcG and TrxG complexes, alters the ratio of silencing to activating complexes, and ultimately modulates the expression of target genes. PcG protein levels increase during tolerance, very early after ischemia, suggesting that this response initiates the neuroprotective cascade. The upregulation of PcG proteins during tolerance occurs, at least in part, via a transcription-independent, translational mechanism. Emerging evidence indicates that microRNAs regulate PcG protein expression. 59, 60 
Conclusions
The discovery that the brain's response to injury can be governed by epigenetic modulation of gene expression offers new insight into mechanisms of brain injury and protection. Specifically, the discovery that PcG/TrxG proteins are active in brain ischemia reveals that an evolutionarily conserved mechanism is active during ischemic stress. This mechanism maintains chromatin in an on or off state, and promotes or suppresses gene transcription, thereby affecting cell fate.
Studies of oncogenesis already implicate the PcG/TrxG system as a potent cell fate regulatory system in humans. 61 For example, the polycomb group protein EZH2, encoded by the EZH2 gene on chromosome 7q36, functions as a gene repressor. Altered expression of EZH2 occurs in a number of malignancies, including prostate cancer, where EZH2 knockdown inhibits proliferation of prostate cancer cells. 62 In light of this, PcG proteins may be viewed as a prolife signal: turned on transiently, as in tolerance, it promotes cell survival; turned on continuously, as in cancer, it ultimately causes malignancy.
Epigenetic proteins, whose role in neuroprotection was previously unknown, may be master regulators of a neuroprotective state in the mammalian brain. Based on our findings that the genomic signature of ischemic tolerance is transcriptional suppression and the proteomic signature of ischemic tolerance is enrichment of epigenetic gene silencers, we submit that widespread changes in gene expression, coordinately modulated by epigenetic regulatory proteins, can modify stroke outcome. In this omic view, therapeutic ap- 
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proaches that target a discrete pathway appear of limited value. Thus, in hindsight it is not surprising that clinical trials based on this approach have failed. By contrast, a therapeutic approach that targets the PcG/TrxG system could initiate a comprehensive neuroprotective response in the brain.
Sources of Funding
The authors' work reviewed here was supported by the National Подход к нейропротекции при инсульте основан на введении экзогенных препаратов, прошедших кли-нические испытания, на исследованиях о клеточных механизмах ишемического повреждения головного мозга. Этот подход имеет ограниченное значение для их использования в клинике. Было разработано более 1000 предполагаемых нейропротекторных средств, из которых более 100 препаратов прошли клинические испытания. Тем не менее ни один из препаратов не продемонстрировал клинической эффективности [1] .
В отличие от этого в основе генетического под-хода лежит стремление использовать эндогенные нейропротекторные программы в лечении инсульта. Согласно экспериментальным данным, при модифи-кации экспрессии генов в головном мозге возмож-но уменьшение ишемического повреждения мозга и улучшение исходов после инсульта. В головном мозге и других органах существуют исключительно стабиль-ные эндогенные нейропротекторные программы, при индукции которых ишемическое повреждение умень-шается. Запуск нейропротекторных программ можно индуцировать моделью толерантности к ишемии: крат-кое воздействие сублетальной ишемии приводит к раз-витию толерантности к последующим тяжелым ише-мическим воздействиям. В большинстве лабораторий придерживаются этого подхода, используя различные механизмы индукции, рассмотренные ранее [2] [3] [4] [5] . Индуцированная толерантностью к ишемии защита головного мозга эффективна, основана на генетичес-ком воздействии и зависит от синтеза новых белков. Нейропротекция при толерантности к ишемии была продемонстрирована в экспериментальных вмеша-тельствах в условиях искусственного кровообращения [6] и при инсульте у приматов [7] . Клинический аналог существует и в человеческом головном мозге: у боль-ных с повторными транзиторными ишемическими атаками впоследствии развиваются инсульты легкой степени тяжести [8] [9] [10] [11] . В двух небольших клиничес-ких испытаниях продемонстрировали потенциальную выгоду прекондиционирования, в настоящее время продолжается проведение еще 5 дополнительных испытаний [12] .
Таким образом, существует значительный терапев-тический потенциал для изучения изменения экс-прессии генов при развитии толерантности головного мозга к ишемии и анализа биологических механизмов, регулирующих эти процессы. Это -перспективное направление, развитие которого обусловлено, главным образом, работой сотрудников лабораторий и наших сотрудников.
отдельные гены
За последние несколько десятилетий в результате многих исследований удалось выявить большое число генов, регуляция которых может повлиять на исход после инсульта. Поскольку некроз клеток в резуль-тате ишемии опосредуется запрограммированными механизмами клеточной гибели, многие исследова-ния нейропротекции были направлены на изучение медиаторов апоптоза как потенциальных эффекторов толерантности к ишемии. Регулирование генов, отве-чающих за клеточную гибель, особенно тех, которые влияют на целостность митохондрий, было тщательно изучено. Регулирование генов каспазы, членов семейс-тва Bcl-2, протеинкиназ, гипоксия-индуцируемого фактора (HIF) и апоптоз-индуцирующего фактора (AIF) [13] [14] [15] [16] может оказывать влияние на исход после инсульта. Например, использование антисмысловой последовательности для блокирования повышенной экспрессии белка, снижающего вероятность гибели клеток -Bcl-2, во время инсульта приводит к увели-чению зоны инфаркта, в то время как ингибирование белка, способствующего гибели клеток -Bax, приво-дит к уменьшению объема очага инсульта.
Многочисленные исследования также были направ-лены на изучение белков теплового шока, экспрессия которых представляет собой исключительно стабиль-ный, генетически-опосредованный ответ на стресс. Они выступают в качестве шаперонов и обладают антиапоптотическими и противовоспалительными свойствами [17, 18] . Нейропротекторные свойства у белков теплового шока опосредуются экзогенным (передача генов вирусного вектора) и эндогенным (трансгенным) повышением их активности. К другим исключительно стабильным, широко распространен-ным генетическим системам с нейропротекторными модулирующими свойствами относятся медиаторы воспаления и система Toll-подобных рецепторов (TLR) [19] . Наконец, пролиферация стволовых клеток при инсульте также оказывает нейропротекторное дейс-твие [20] . Предполагаемым механизмом действия этих клеток является паракринный эффект секретируемых ими веществ. Анализ микрочипов экспрессии генов 2(26)'2012 в стволовых клетках позволил выявить субпопуляции клеток-предшественников костного мозга, обладаю-щих оптимальными нейропротекторными свойствами при инсульте [21] .
геномика На протяжении многих лет попытки выявить моле-кулярные эффекторы ишемического повреждения и устойчивости нервной ткани к ишемии были основаны на принципе, который предполагал действие 1 гена в данный момент времени. За последнее десятиле-тие с появлением результатов геномных исследований сформировалось более полное представление о регу-ляции активности генов при инсульте. Впервые объ-ективный скрининг мРНК для изучения эндогенной нейропротекции был использован в модели толеран-тности к ишемии у мышей [22] . Анализ микрочипов в условиях толерантности к ишемии оказался эффек-тивным методом обнаружения новых генов и про-демонстрировал возможность определения "геном-ного профиля" системы защиты головного мозга. Проведенный анализ показал, что при ишемическом прекондиционировании, повреждении и толерантнос-ти нервной ткани происходит изменение активности десятков сотен генов. Кроме того, благодаря широкому взгляду на регуляцию экспрессии генов, полученному в результате анализа микрочипов, появилась возмож-ность по-новому взглянуть на механизмы нейропро-текции при инсульте. Гены, экспрессируемые после прекондиционирования, и гены, экспрессирующиеся после ишемии, значительно отличаются. Более того, гены, активизирующиеся при толерантности к ише-мии, отличаются от генов, активизирующихся после прекондиционирования или ишемии. Что особенно важно, повреждение вызывало индукцию экспрессии генов, а толерантность к ишемии -ее подавление (рис. 1, см. на цв. вклейке) [22] .
Результаты исследований микрочипов при толе-рантности к ишемии подтвердили новую гипотезу о механизме нейропротекции: было высказано предпо-ложение, что прекондиционирование перепрограмми-рует реакцию головного мозга в ответ на ишемическое повреждение, изменяя транскрипционную реакцию запрограммированной гибели клеток на нейропро-текторный фенотип [22] . Была выдвинута гипотеза, что супрессия генов является основной нейропро-текторной особенностью механизма толерантности к ишемии. Особенно выражена супрессия генов, коди-рующих ионные каналы, белки-транспортеры и мета-болизм, напоминая при этом изменения, которые позволяют животным, впадающим в зимнюю спячку, выжить в период длительной кислородно-глюкозной депривации [23, 24] .
Гипотеза о возможности перепрограммирования реакции головного мозга в ответ на повреждение под-держивается геномным профилированием при толе-рантности к эпилепсии. Как и при толерантности к ишемии, краткое воздействие коротких эпилептичес-ких припадков приводит к тому, что головной мозг становится толерантным к воздействию последующих длительных жизнеугрожающих эпилептических при-падков. Транскрипционные изменения, развивающие-ся в восприимчивом субполе CA3 гиппокампа у мышей были профилированы после прекондиционирования, эпилептических припадков и толерантности к эпи-лепсии [25, 26] . Аналогично толерантности к ишемии, прекондиционирование нетяжелыми эпилептически-ми припадками [25, 27, 28] приводит к различиям в характере экспрессии генов по сравнению с тяжелыми эпилептическими припадками [29] [30] [31] . Кроме того, реакция в ответ на повреждение перепрограммируется: набор генов, экспрессируемых после тяжелых эпи-лептических припадков, отличается от такового при предшествовавшем прекондиционировании тяжелого эпилептического припадка, проведенном с целью раз-вития толерантности к эпилепсии. По аналогии с толе-рантностью к ишемии большинство генов, различным образом экспрессируемых в условиях толерантности головного мозга, были подавлены [26] . В отличие от толерантности к ишемии супрессируемые гены при толерантности к эпилепсии кодируют белки, участву-ющие в кальциевом сигнальном пути и являющиеся возбуждающими нейротрансмиттерами [26] . Поэтому геномный профиль нейропротекции, по всей види-мости, специфичен для стресса, как и предполагалось ранее [32] . Прекондиционирование малыми эпилеп-тическими припадками особенно способствует разви-тию антиэксайтотоксичного фенотипа -фенотипа, соответствующего индуцирующему стимулу -так же, как прекондиционирование введением липополисаха-ридов (ЛПС) приводит к образованию противовоспа-лительного фенотипа, а ишемическое прекондицио-нирование приводит к развитию гипометаболического фенотипа [32] . Следует отметить, что эти фенотипы соответствуют характеру стимула прекондициониро-вания и не обязательно характеру повреждающего стимула.
Как эндогенный нейропротекторный механизм, толерантность можно рассматривать как первичное повреждение, подготавливающее головной мозг к вероятному повторному воздействию такого же пов-реждения. Тем не менее головной мозг после пре-кондиционирования может успешно среагировать на повторное воздействие другого характера [33, 34] . Механизмы, лежащие в основе этого феномена, до сих пор не ясны. Анализы микрочипов выявили тот факт, что реакция со стороны головного мозга на любой стимул является многогранной, вовлекающей много-численные и разнообразные сигнальные пути. Вполне возможно, что существуют общие нейропротекторные механизмы, которые нельзя обнаружить на транскрип-ционном (мРНК) уровне. Раскрытие этих механизмов будет способствовать пониманию эндогенной ней-ропротекции и развитию терапевтических подходов к лечению.
Транскрипционные факторы
После прекондиционирования факторы транскрип-ции преобразуют внутриклеточные сигнальные каска-ды в геномные и протеомные реакции. Для выявления 92 2(26)'2012 досТижения нАуКи: инфоРМАЦия для КлиниЦисТоВ факторов транскрипции, способных координировать перепрограммированные нейропротекторные реак-ции, в геномных исследованиях сравнивали экспрес-сию генов при толерантности к ишемии, индуциро-ванной тремя различными средствами для преконди-ционирования: ЛПС (TLR4 лиганд), неметилирован-ным CpGs (TLR9 лиганд) и краткосрочной ишемией. Удалось определить 13 генов, экспрессируемых во всех 3 моделях толерантности к ишемии (рис. 2, слева). По результатам биоинформационного анализа промоте-ров этих генов определили элементы транскрипцион-ной реакции для регуляторных факторов интерферона (IRF, рис. 2, справа), предполагая, что при нейропро-текторной реакции в ответ на ишемию эти гены часто экспрессируются. Последовательно толерантность к ишемии, индуцированная прекондиционированием, отсутствовала у мышей с дефицитом IRF3 и IRF7 [35] . Анализ промоутеров генов, экспрессируемых во всех трех моделях толерантности, подтверждает гипотезу о том, что различные стимулы, используемые для пре-кондиционирования, активируют общие нейропротек-торные механизмы.
МикроРнК
Несмотря на то что при экстраполяции из микрочи-пов профиля толерантности головного мозга к ишемии выявили несколько 5' транскрипционных факторов и сигнальных путей [34] , способных координировать геномную реакцию при толерантности к ишемии, механизмы, активные при нейропротекции в период между прекондиционированием и активным воздейс-твием фактора агрессии, не удалось определить. Каким образом стимул, приводящий к прекондиционирова-нию, подготавливает головной мозг к новой защитной перепрограммированной реакции в ответ на после-дующий стресс? В недавно проведенных исследова-ниях продемонстрировали, что микроРНК (миРНК) может играть ключевую роль в молекулярной реакции в ответ на стимул, приводящий к прекондициони-рованию [36] . МикроРНК являются короткими (≈22 нуклеотида), некодирующими последовательностя-ми РНК, которые посттранскрипционно регулируют экспрессию генов у растений, животных и вирусов [37] [38] [39] [40] . Путем дополнительных взаимодействий по типу соединения оснований микроРНК распознают транскрипты целевой мРНК и подготавливают их к включению в индуцируемый РНК комплекс слайсинга (RISC), что приводит к снижению экспрессии белка за счет трансляционной репрессии или распада мРНК (для ознакомления см. [41] [42] [43] ).
Совсем недавно определили профиль экспрессии микроРНК при ишемическом прекондиционирова-нии, ишемическом повреждении и толерантности к ишемии [36] . Выраженную экспрессию микроРНК наблюдали в головном мозге после прекондициони-рования, в то время как ее экспрессия была несколько ниже в ишемизированном или толерантном к ишемии головном мозге (рис. 3А, см. на цв. вклейке) [36] . Среди наиболее значимых мишеней микроРНК, экспресси-руемой в головном мозге после прекондиционирова-ния, можно отметить метил-CpG-связывающий белок 2 (MeCP2), глобальный регулятор транскрипции генов. При снижении экспрессии микроРНК, нацеленной на МeCP2, содержание белка MeCP2 в головном мозге после прекондиционирования увеличивается (рис. 3В, см. на цв. вклейке). Снижение содержания MeCP2 исключает индукцию толерантности головного мозга к ишемии (рис. 3, см. на цв. вклейке), что подтверж-дает важность этого миРНК-опосредованного сиг-нального пути [36] . Соответственно профилирование 2(26)'2012 микроРНК головного мозга при ишемии подтверждает предположение о том, что прекондиционирование регулирует микроРНК, нацеленные на факторы транс-крипции, и тем самым приводит к различной экспрес-сии генов, определяющих толерантность головного мозга. В случае с MeCP2 эффектом является подавле-ние транскрипции.
Протеомика
Геномные исследования нейропротекции показали, что реакции в ответ на ишемию сложны и разно-образны. Таким образом, понимание молекулярных механизмов, вовлеченных в эти процессы, продолжает развиваться. На уровне генома индукция нейропротек-ции влечет за собой репрессивную транскрипционную реакцию. Определение механизмов подавления транс-крипции позволило бы приблизиться к нейропротек-ции клинически. Последние протеомные исследования толерантности к ишемии позволили предположить, что этими механизмами могут быть эпигенетические регуляторные белки [44] .
Протеом толерантности к ишемии у грызунов был охарактеризован с использованием объективных коли-чественных протеомных подходов с последующими биохимическими и физиологическими исследовани-ями [44] . Результаты подтверждали концепцию, что фенотип нейропротекции обусловлен супрессией транскрипции. Количество эпигенетических сайлен-серов в головном мозге, в т.ч. белков группы polycomb (PCG) и модифицированных гистонов увеличивается при развитии толерантности к ишемии. Согласно экс-периментальным данным, для индукции или подавле-ния состояния толерантности в нейронах достаточно изменения уровня белка PCG. Таким образом, нокда-ун белка PCG блокирует нейропротекторную реакцию, в то время как избыточная экспрессия индуцирует нейропротекторный ответ. Дополнительные данные показывают, что в этом процессе могут участвовать и другие эпигенетические белки [44] . Аналогичные био-логические изменения развиваются при толерантности к ишемии сетчатки [45] .
Ранее не высказывали предположений об участии в нейропротекции белков группы polycomb (PCG) и их антагонистов, несмотря на их наличие в головном мозге, и белков группы Trithorax (TrxG) [46] . Мы пред-полагаем, что основные регуляторные белки наряду с их антагонистами переводят нейроны центральной нервной системы млекопитающих из чувствитель-ного к стрессу (незащищенного) в стресс-устойчи-вое (защищенное) состояние. У дрозофил, у которых впервые были выявлены регуляторные функции этих белков [47] , белки PcG и TrxG изменяют экспрес-сию генома посредством эпигенетических механизмов, поддерживая более 1000 генов в активном или пассив-ном состоянии [48, 49] . Исследования PcG белков в других системах показывают, что они ориентированы на широкий спектр генов, к которым относятся и экспрессируемые при толерантности к ишемии гены, такие как гены калиевых каналов, подавляющиеся при развитии толерантности [22, [48] [49] [50] [51] . При прове-дении последнего полногеномного сканирования для выявления эффектов PcG, в эмбриональных фиброб-ластах человека удалось определить клеточные сиг-нальные пути, с помощью которых белки PcG могут влиять на доминантное развитие, дифференциацию и биологию стволовых клеток [48] . Примечательно, что бóльшая часть описанных сигнальных путей, как известно, участвует в реакции головного мозга в ответ на ишемию. В совокупности эти данные свидетельс-твуют о том, что эпигенетическая регуляция является центральным механизмом индукции толерантности к ишемии, в которой белки PcG могут играть ключе-вую роль. Эндогенный нейропротекторный механизм, опосредованный через белки PcG, объясняет многие геномные и физиологические особенности толерант-ности к ишемии головного мозга. Кроме того, возмож-но, он является более общим клеточным регулятором, как предположила S. Zukin [52] .
Эпигенетические механизмы контролируют экс-прессию генов путем ремоделирования архитекту-ры хроматина таким образом, чтобы разрешить или запретить доступ транскрипционного фактора к генам. Белки PcG взаимодействуют с ДНК на polycomb-элементах ответа (PRE) для сайленсинга экспрессии генов, включая гены, кодирующие переносчики элек-тронов, эндопептидазы, оксидоредуктазы и G-белок, сопряженный с рецепторами [51, 53, 54] . Для многих генов сайленсингу с помощью белков PcG противо-стоит активация белков группы Trithorax (TrxG). На рисунке 4 (см. на цв. вклейке) показана упрощенная модель эпигенетического регулирования с помощью белков PcG и TrxG.
Белки PcG объединяются, по крайней мере, в три3 крупных комплекса, каждый из которых играет свою особую роль в эпигенетической регуляции и кото-рые действуют согласованно друг с другом. Состав этих комплексов динамичен и оказывает влияние на определение исходов биологических процессов, таких как определение клеточной гибели и выживаемости [55, 56] . Репрессивный комплекс polycomb 1 (PRC1), например моноубиквитинизирует гистоны Н2А и Н2В, а PRC2 метилирует гистон H3. В исследованиях толе-рантности к ишемии в головном мозге в культурах нейронов грызунов наблюдали устойчивую повышен-ную регуляцию трех PcG белков: SCMH1, BMI1 и RING1B. SCMH1 выступает в роли связующего звена между PRC1 и другими белками [57] . BMI1 способс-твует моноубиквитинизации гистона 2A [58] . RING1B действует как лигаза при убиквитинизации H2а [58] . Другие белки, входящие в состав эпигенетических регуляторных комплексов, могут также при развитии толерантности изменяться в различной степени. Белок TrxG, ASH1L, действительно менее активен при разви-тии толерантности к ишемии, действуя согласованно с белками TrxG и PcG, которые оказывают противопо-ложный эффект.
Таким образом, складывается картина, свидетель-ствующая о том, что белки PcG и TrxG подвергают-ся динамическому регулированию во время индук-ции толерантности к ишемии в головном мозге. Это 94 2(26)'2012 досТижения нАуКи: инфоРМАЦия для КлиниЦисТоВ приводит к изменению состава комплексов PcG и TrxG, меняет соотношение комплексов сайленсеров и активаторов и, в конечном итоге, изменяет экс-прессию целевых генов. При развитии толерантности повышается содержание белков PcG в ранний период после ишемии, позволяя предположить, что эта реак-ция инициирует каскад нейропротекторных реакций. Повышенная регуляция белков PcG при развитии толерантности опосредуется, по крайней мере, час-тично посредством транскрипционно-независимого трансляционного механизма. Новые данные свиде-тельствуют о том, что экспрессию белков PcG регули-руют микроРНК [59, 60] .
■ ■ ВыВоды
Открытие того факта, что реакция мозга на пов-реждение может регулироваться с помощью эпиге-нетической модуляции экспрессии генов позволяет по-новому взглянуть на механизмы повреждения и защиты головного мозга. В частности, обнаружение активности белков PcG/TrxG при ишемии головного мозга показывает, что эволюционно сохранившийся защитный механизм действует во время ишемическо-го стресса. Этот механизм поддерживает хроматин в состоянии активации или дезактивации и активирует или подавляет транскрипцию генов, таким образом влияя на клеточные процессы.
В исследованиях онкогенеза уже подтвердили учас-тие системы PcG/TrxG в качестве мощной системы регулирования клеточных процессов у людей [61] .
Например, белок EZH2 группы polycomb, кодируемый геном EZH2 на хромосоме 7q36, действует как ген-репрессор. Нарушение экспрессии EZH2 происходит при ряде онкологических заболеваний, в т.ч. при раке предстательной железы, при котором нокдаун EZH2 препятствует пролиферации злокачественных клеток [62] . В свете этого белки PcG можно рассматривать как фактор пролиферации: при временной активации, как при развитии толерантности, они способствуют выжи-ванию клеток; при постоянной активации, как при раке, в конченом итоге развивается озлокачествление.
Эпигенетические белки, роль которых в нейропро-текции ранее была неизвестна, могут быть основными факторами нейропротекции головного мозга млеко-питающих. На основании полученных выводов о том, что геномным профилем толерантности к ишемии является супрессия транскрипции, а протеомным про-филем толерантности к ишемии является активация эпигенетических генов-сайленсеров, можно сделать предположение, что масштабные изменения в экс-прессии генов, координационно модулируемые эпиге-нетическими регуляторными белками, могут повлиять на исходы после инсульта. С этой точки зрения, тера-певтические подходы, ориентированные на отдельные патофизиологические механизмы, по всей видимости, имеют ограниченное значение. Таким образом, с уче-том вышеизложенного, не удивительно, что клини-ческие испытания не увенчались успехом. С другой стороны, терапевтический подход, нацеленный на сис-тему PcG/TrxG, может инициировать полноценную нейропротекторную реакцию головного мозга.
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